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平成27年度富山大学研究医養成プログラム 
修了報告
巻頭言
 富山大学大学院教育部長・医学部長　北島　勲
　平成２7年度の研究医養成プログラム修了者の研究内容を報告いたします。
　近年，医学部を取り巻く教育環境が激変しており，卒業生の殆どは臨床に進み各専門医を目指すようにな
りました。その結果，基礎医学を目指す医学生は全国的にも激減し，わが国の医学研究が崩壊する危惧が表
面化してきました。このような背景で，学部の早いうちから学生の研究心を醸成させ，将来，基礎医学や臨
床医学研究の柱となる人材を育成することを目的として，全国の医学部で，「研究医養成プログラム」を導
入する大学が増加しています。
　富山大学医学部でも文部科学省の国立大学法人改革の一貫として，富山大学医学部の使命（ミッション）
が再定義されました。特記すべき点として，①創造性豊かな研究者の養成を積極的に推進する。②和漢医薬
学や認知情動脳科学といった本学の強みを生かし，医薬理工連携による人材育成と研究の推進を掲げていま
す。このような背景のもとに平成２３年に研究医養成プログラムが導入されました。本プログラム策定の経緯
を説明いたします。平成２３年11月２４日に大学院医学薬学教育部医学系部会において，「大学院定員充足の方
策について」について審議があり，その中で，「研究医養成コース」として学部学生を対象とした新たなコー
スを設け，その修了要件は，①最低 ３ 年間以上履修すること，②学会発表等の一定の成果を必要とすること
としました。また，平成２３年度の開始を目指すこと，運用面についてはさらに詰めていくことが了承されま
した。平成２３年1２月２２日に，大学院教務委員長から，①研究医養成プログラムを新たに設け，②修了要件に
ついては所属講座で研究活動を継続し，一定の研究成果を上げることが要件となることを説明し，受講申し
込みを開始しました。２６名の受講希望者がありました。平成２６年度第 1 期本プログラム履修者が卒業を迎え
るにあたり，研究医養成プログラム実行委員会で修了認定に向けた審査手順等を確認し，研究医養成プログ
ラム実行委員会の下に組織された修了認定評価委員会が学内外での発表状況や論文内容，指導教員からの推
薦等を踏まえて審査が行われ，平成２7年 ２ 月２7日の医学科運営会議において11名の修了を認定致しました。
　平成２7年度修了生は第二期生にあたります。第一期生と同様の修了認定審査と手続きを行い，平成２7年 ２
月２４日の医学科運営会議において 8 名を修了認定致しました。修了者は，国内外の学会等で研究成果を発表
し，本報告書にあるように，修了者の研究レベルは非常に高く，当初の医学研究心を醸成するという目的は
十分達成できたと思われます。彼らが，将来，大学院に入学し，卒後は基礎系に進み基礎研究を継続する，
あるいは臨床系に進み臨床研究に貢献することを期待しております。

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末梢血Ｔリンパ球，がん浸潤Tリンパ球の単一細胞レベルでの 
Ｔ細胞受容体レパートリー解析
鬼塚　志乃　免疫学講座（指導：村口　篤教授）
はじめに
　末梢血中のT細胞は，体内を循環しウイルスや細
菌などの病原体に感染した異常細胞の排除を担って
いる。また，癌の発生において，T細胞は，異常な
癌細胞を排除することで，我々の体の恒常性の維持
に重要な働きを担っている。T細胞は異常な細胞に
発現する抗原タンパク質を認識することで，正常細
胞と異常細胞を区別し，異常細胞を排除している。
この抗原特異性の識別はT細胞上のT細胞受容体
（TCR）タンパク質により行われており，Ｔ細胞の
体内での動態を理解する上で，TCRのレパートリー
を解析することが重要である。今回，ヒト末梢血に
おけるTCRのレパートリーを単一細胞レベルで網
羅的に解析した。単一細胞レベルの解析により，抗
原特異的なT細胞の体内での動態が，より詳細に解
析できることが期待される。末梢血中にはさまざま
なT細胞が存在するため，レパートリー解析に当た
り，効率的に多くの単一細胞を解析することが重要
となる。今回の実験にあたりTCRのcDNAを増幅す
る方法として，OneSTEPRT-PCR法を用いた。こ
の方法を用いることにより，より効率的に，より短
時間でTCRのcDNAを得ることが可能となった。
材料および方法
　単一細胞レベルでの解析を行うために，フローサ
イトメーターを用いてヒト末梢血中から目的のマー
カーを持つCD ４ +T細胞を9６wellplateのwellに 1
細胞ずつ分注した。次に細胞中に存在するTCRβ
のmRNAに由来するcDNAを，OnestepRT-PCR法
を使い選択的に増幅した。つまりTCRβに共通の
constant領域の ３ ’-primerを用いて目的のmRNAの
cDNAを選択的に作製した後，連続して，TCRβの
５ ’-プライマー mix（３9 種 類 のプライマーをmixし
たもの）を使ってRT-PCRを行い，作製した目的の
cDNAを増幅した。次にアダプタープライマーを用
いて ２ ndPCRを行った。この過程において増幅し
たTCRのcDNAの塩基配列を解析し，そのレパート
リーを決定した。
結　果
  得 られた CD４+CD２５−CD４５RA+，CD４+CD２５−
CD４５RA−細胞のレパートリーにおいて，ゲノムに
コードされた塩基配列が明らかになっているＶ領域
と，遺伝子再構成の結果生じたランダム領域である
DＪ（CDR ３ ）領域が共に一致することは，同一の
細胞のクローン以外にありえないと考えられる。レ
パートリー解析の結果，全ての細胞中でのVDJ領域
が一致した細胞の割合を以下に示す。
DonorA；CD４+CD２５−CD４５RA+： ０ ％
　　　　　CD４+CD２５−CD４５RA−： ５ ％
DonorB；CD４+CD２５−CD４５RA+： ３ ％
　　　　　CD４+CD２５−CD４５RA−： ４ ％
DonorF；CD４+CD２５−CD４５RA+： ５ ％
　　　　　CD４+CD２５−CD４５RA−： 7 ％
DonorI；CD４+CD２５−CD４５RA+： ０ ％
　　　　　CD４+CD２５−CD４５RA−： 7 ％
考　察
　今回TCRのcDNAを増幅する方法として，新たに
OneSTEPRT-PCR法を用いた。以前の方法と比較
してこの方法では，短時間で目的のcDNAを得るこ
とができると同時に，実験の過程で生じる人為的な
ミスを減らすことができ，増幅の効率を上げること
ができた。続 いてアダプタープライマーを 用 いて
２ ndPCRを行うことにより，TCRαβともに増幅
率が87%と，効率よく目的のTCRのcDNAを増幅す
ることが可能となった。
　今回増幅したのは抗原にさらされていないNaïve
T細胞（CD４+CD２５−CD４５RA+）とメモリー T細胞
（CD４+CD２５−CD４５RA−） である。 メモリー T細
胞とはNaïveT細胞が抗原刺激により活性化された
後，活性化が抑えられた状態で体内に長期間存在す
る細胞である。今回の実験の結果CD２５−CD４５RA＋
及びCD２５−CD４５RA−の両方の細胞分画において同
じTCRを持ったT細胞が観察された。これらのT細
胞は特定の抗原によって刺激され，クローナルに増
殖した細胞と考えられた。今回実験した ４ 名の
Donorすべてについて，分画の違いによりレパート
リーの種類の偏りが確認された。
　OneSTEPRT-PCR法を用いることにより，より
簡便に癌細胞などの特定の抗原に反応するT細胞の
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TCRレパートリーを解析することが可能となった。
抗原特異的なTCRのレパートリーが明らかとなれ
ば，それを発現させたT細胞を体外で増幅させ，そ
れをヒトに戻すことにより，特定の抗原を発現する
細胞のみを効率的に排除することが可能となる。現
在今回の方法を利用し，特定の癌細胞に対する
TCRレパートリーの解析が行われている。これが
明らかとなれば，将来は癌細胞を特異的に排除する
ことができるようになることが期待できるだろう。
成果公表
鬼塚　志乃，岸　裕幸，浜名　洋，村口　篤．末梢
血Ｔリンパ球，がん浸潤Ｔリンパ球の単一細胞レベ
ルでのＴ細胞受容体レパートリー解析．平成２６年度
（第６9回）富山医学会．２０1５，３，1５，富山
単純ヘルペスウイルス臨床分離株の次世代シークエンサーによる 
変異部位の網羅的解析
雄山　由香利　ウイルス学講座（指導教員：白木　公康教授）
はじめに
　慢性骨髄性白血病で骨髄移植を行った患者がお
り，その治療中に単純ヘルペスウイルス（HSV）
２ 型による性器ヘルペスが発症してアシクロビル
（ACV）投与による治療中に拇指に瘭疽を出現・
再発した。以前の論文では，性器，拇指，再発した
拇指の瘭疽からそれぞれHSV- ２ 株を分離してこの
３ 株について調べたところ，拇指の瘭疽から分離さ
れたウイルスは，性器から分離されたウイルスとは
異なり，ACV耐性に関わるUL２３遺伝子の変異と，
温度感受性の性質を獲得していたことを報告してき
た。今回はこれらの株の遺伝子型を比較し，温度感
受性に関する変異の遺伝子を特定するため，以下の
３ つの方法で実験を行った。 1 つ目は培養細胞での
温度感受性の再確認すること， ２ つ目は次世代シー
クエンサーにより性器と拇指に初発・再発した瘭疽
分離株の ３ 株について全ゲノムの塩基配列の比較を
すること， ３ つ目は塩基配列の変異と多様性の確認
のためにそれぞれの株のクローンを用いてキャピラ
リーシークエンスにてHSV- ２ ゲノムの塩基配列の
決定することである。今回の研究はHSVのような
大きな遺伝子を持つウイルスの未知の変異の同定法
につながる研究の第一歩と位置付けられる。
対象および方法
　骨髄移植患者からACV治療中に性器，拇指の瘭
疽，再発した瘭疽から分離した ３ 株のウイルスを得
た。瘭疽分離株はTK欠損と指の温度に適した温度
感受性ウイルスであった。温度感受性試験はウイル
ス感染後に３３℃，３7℃，３8℃，３9℃での一段増殖後
のウイルス量の比較と，各温度でのプラーク形成能
で検討した。温度感受性変異の同定には，次世代
シークエンサーとしてIllumina社GAIIx，キャピラ
リーシークエンサーとしてABI社ABI-３1３０を用いた。
結　果
　培養細胞での温度感受性の試験では性器分離株で
は３9℃と高い温度ではプラーク形成が多く見られた
が，瘭疽分離株ではプラーク形成能が小さいという
結果になった。また３7℃での増殖性を基準にした場
合，瘭疽分離株は性器分離株に比べて３３℃でも３8℃
でも増殖性が低下する傾向がみられた。次世代シー
クエンスでは，性器分離株と瘭疽分離株での遺伝子
型に差異のある部位は，UL２３がコードするチミジ
ンキナーゼ以外にも複数箇所候補が存在した。瘭疽
分 離 株 から３２株 をクローニングし，キャピラリー
シークエンサーを 用 いたダイレクトシークエンス
で，個々の部位の塩基配列を詳細に検討した。その
結果，UL４０の塩基配列でのみ性器分離株と瘭疽分
離株の遺伝子変異の差を認めた。
考　察
　まず細胞培養の結果から瘭疽分離株は温度感受性
を獲得していることを確認した。また次世代シーク
エンスとキャピラリーシークエンスにより，瘭疽分
離株のUL４０（リボヌクレオチド還元酵素（RR））
にA189Vのアミノ酸置換の変異が見つかった。RR
はUL３9にコードされる大サブユニット ２ つとUL４０
の小サブユニット ２ つで ４ 量体を形成し，酵素活性
を有する。今回，瘭疽分離株で変異が認められた部
位は直接的なサブユニット構造の結合サイトではな
かったが，A189Vのアミノ酸置換により温度感受
性の性質を有する可能性が考えられる。HSVは
DNAウイルスであるためDNAの 複 製 が 必 要 であ
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り，その過程で各々のリボース ２ リン酸を対応する
デオキシリボース ２ リン酸に変換させる。ここが障
害されるためにウイルスのDNA合成能が低下した
ものと考えられる。
まとめ
　今回の研究の成果は ２ つあり， 1 つ目は研究方法
についてである。HSVは1５０kbの大きなゲノムであ
り今までは解析が不可能であったが，今回の研究で
臨床分離株中の変異を検出する場合に次世代シーク
エンサー（全ゲノム解析）は非常に有効であると示
した。しかし，次世代シークエンサーの欠点とし
てGCリッチや連続配列の読み間違い，繰り返し配
列の解析上の間違いが起こることがあげられること
から，他の手段により再度解析することが望ましい
と考える。今回はその手段としてキャピラリーシー
クエンスにより再度解析を行った。 ２ つ目は遺伝子
変異の特定についてであり，温度感受性の表現系を
持ったHSV臨床分離株の変異遺伝子の同定は世界
で初めてであることである。
※本研究は国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究
センター・黒田誠博士，関塚剛史博士，富山県衛生
研究所・佐多徹太郎博士との共同研究である。
成果公表
雄山由香利，白木公康．単純ヘルペスウイルス臨
床分離株の次世代シークエンサーによる変異部位の
網羅的解析．日本性感染症学会．第２６回学術大会．
２０1３，11．1６-17，岐阜．
Established mouse retinal lesion may mimic diabetic retinopathy
梶川　清芽　病態病理学講座（指導教官：笹原　正清教授）
　Amajor criticismof rodentmodelsused for
diabeticretinopathy (DR) is that theymightnot
exactlymirror the humanDR characteristics.
RodentmodelscanreproduceDRpathologiesof
theearlystages,butnotthoseoflatestage,such
as retinaldetachment,neovasculardevelopment
andothers. Inordertosolvethese issues, I tried
togeneratenewmouseretinopathymodel.
　In this study, Iusedmutantmouseharboring
Pdgf receptor beta gene franked by two loxP 
sequences (Pdgfrbflox/flox) andNestin promoter-
driven Cregene (termedN-β-KOmouse).These
micewereoriginallyestablishedusingEScellsof
1２9 line, andwas cross-breadwithC５7BL/ ６ 
inbredstrainformorethan1５generations.These
miceweremaintainedwithnormaldiet.At ６ -to
1２-weeksofage,N-β-KOfrequentlyshowedsevere
r e t i n a l  damages  i n c l ud ing  de t a chmen t ,
hemorrhageandalterationofretinalstratification.
In immunofluorescence, visualization of retinal
blood vessels and pericytes using specific
antibodies revealed severe damage of retinal
microvascularnetwork, inwhich,pericyteswere
widely disappeared, and blood vesselswere
depletedatmultiple foci.Thesephenotypeswere
similartothepathologyofhumanDR.Inreal-time
PCR analyses,Vegfa and PlgfmRNAswere
upregulated inN-β-KOretinacompared to those
in Flox retina. N-β -KO retina also showed
upregulation of Pdgfb and  Pdgfra mRNAs
comparedtothoseofFloxretina.
　In conclusion, I successfully establishmouse
model of retinopathywith similar pathological
featuresaslatestageofhumanDR,suchasretinal
detachment,andneovasculardevelopment.N-β-KO
retina shows upregulation ofVegfa andPlgf
mRNAs,suggestingthesemoleculesareintimately
relatedtoneovasculardevelopment.N-β-KOretina
also exhibitsupregulationofPdgfb andPdgfra
mRNAs,indicatingaberrantgrowthofothercells
whichmaybeinvolvedinretinaldetachmentand
destruction of retinal stratification.Thismouse
modelmaybeuseful toelucidate themolecular
pathogenesis,andtoestablishtreatmentofDR.
成果公表
梶川清芽，山本誠士，北原英幸，濱島　丈，石井陽
子，笹原正清．ヒト糖尿病網膜症を再現するマウス
網膜症モデルの解析．第３7回日本分子生物学会年
会．２０1４，11，２５-２7，横浜
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イタイイタイ病における近位尿細管障害および間質の線維化に関する 
客観的指標を基にした病理学的研究
数見　友里恵　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
はじめに
　“イタイイタイ病”：イ病は富山市の中心部を流れ
る神通川流域で発生した認定公害病の一つであるこ
とは有名である。原因は上流の神岡鉱山において精
錬に伴い排水されたカドミウム：Cdが多く含まれ
る河川水を生活用として利用した地域において発生
したものである。患者の多くは女性で，容易に骨折
しやすいため，患者が骨折による痛みを訴える様を
表して命名されたことは誰もが知ることである。本
症が19５５年に初めて世間に報告されて以来，疫学を
中心とする様々な研究が行われ，数多くの医学的論
争の中で，現在ではCdによる近位尿細管障害が発
症のもとであることは周知の事実となった。しか
し，土壌改良の結果，新規患者の発生も著減するこ
とからも，本症に関する病理学的研究は近年ではあ
まり行われなくなってきており，その後の，新規所
見の報告は少ない。
　このようなイ病における病理学的検討が少ないこ
とからも，いまだ解明できていないことも多々ある
と思われる。そこで，まず，Cdの腎障害をさらに
追及することを目的に研究を行った。具体的には，
これまでの報告では，イ病における腎障害の主座が
近位尿細管であることは明らかではあるが，どの程
度までに障害を受けているのか，客観的な報告がな
いことに注目し，免疫組織学的に近位尿細管のマー
カ ー の 一 つ で も あ るLiver fattyacidicbinding
protein:LFABPに対する抗体を用い，画像解析を
行いながら，障害の程度を客観視した。また，間質
障害の一つである，線維化に関しても定量化し，病
変の進行度合いの評価を行った。
材料と方法
　計３４例のイ病患者ならびに対照症例として他疾患
にて死亡剖検された計２６例の7０歳以上の女性患者の
ホルマリン固定剖検腎組織を材料として用いた。こ
れらの検体より，通常の方法にてパラフィン包埋さ
れたものより切片を作成し，Hematoxylen-Eosin染
色による通常観察と免疫組織学的検討に用いた。近
位尿細管障害の程度の定量化には，近位尿細管に局
在 するLiverfattyacidbindingprotein:LFABPに
対 する 抗 体，LFABP家 兎 ポリクローナル 抗 体
（H&M社）を用い，免疫組織学的検索を行った。
　腎皮質領域おける間質の線維化に関して，
Massson-Trichlome染色を施し，青染される線維化
領域の面積比を求めた。
　各種検討における組織切片上での当該病変までの
距離，免疫組織学的検索による陽性部位ならびに当
該病変の領域面積等々をWinROOF（三谷商事）
を用いてそれぞれ算出した。
結　果
　対照群におけるLFABPの陽性部位は近位尿細管
に一致しており，糸球体及び遠位尿細管，集合管等
には認められなかった。平均の陽性領域の画面あた
りに占める割合は２０倍視野で３1±1４％であった。一
方，イ病患者では，近位尿細管の変性・脱落を反映
し，広汎に陽性領域が減少し，陽性面積の占める割
合は11± ６ %で有意差をもって対照群に比し，その
減少を認めた。
　腎間質の線維化に関する検討では，イ病では主に
近位尿細管周囲の間質における線維化が高度に認め
られた。さらに近位尿細管の委縮並びに消失が認め
られた。
考　察
　LFABPは本来肝臓と腎尿細管のみに局在するこ
とが言われ，近年では近位尿細管障害のバイオマー
カーとして保険収載もなされている。但し，組織学
的に近位尿細管に局在しているとされる報告はな
く，本研究が最初でもある。また，近位尿細管の廃
絶がこれまで組織学的のみ行われてきた背景として
は，的確な近位尿細管のマーカーが存在してこな
かったことにも起因される。その点からもLFABP
は局在を規定する上でも極めて特異的なマーカーで
あることが判った。しかもイ病における近位尿細管
の廃絶は極めて高度かつ広範囲であることが観察さ
れ，その程度も定量化できるようになった。また，
イ病患者間でもその領域の差異が観察される点で
は，イ病における近位尿細管の障害の程度に差異が
ある可能性がある。今後は，Cd腎症のバイオマー
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カーとして，これまでの β −MGと 共 にLFABPが
活用できるのではないか。
　一方，近位尿細管周囲の線維化は対照群に比し，
イ病患者では高度の線維化を伴っており，近位尿細
管の消失に伴った線維化とともに間質性障害の結果
を反映したものであった。特に線維化を伴った部位
では，近位尿細管の委縮も高度であり，委縮に相応
して線維化が進んでいくものと考えられる。
まとめ
　イ病における腎障害の本体が近位尿細管を主体と
したものであることを再確認するとともに，これま
で形態像のみから評価していた，近位尿細管を
LFABPに対する免疫組織学的検察と画像解析によ
る評価方法でより客観的な評価が下せることを明ら
かにした。さらに，これら近位尿細管の障害の結果
を反映して，高度に委縮した近位尿細管周囲に線維
化も高度に認められ，その腎障害の程度を反映して
いるものであった。今後は，これらの指標を用いて，
いわゆる，Cd腎症といわれる患者の病態の評価基
準の一つにも上げられる。
成果公表
数見　友里恵，上野　瑞綺，福田　舞，皆川　千尋，
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JTASにおける意識障害の緊急度判定用チャートの開発
金山　麻希　危機管理医学・医療安全学講座（指導：奥寺　敬教授）
はじめに
　JapanTriageandAcuityScale（JTAS）は 日 本
臨床救急医学会によりカナダで院内トリアージとし
て 用 い ら れ て い るCanadianTriageandAcuity
Scale（CTAS）を導入し開発された院内トリアー
ジ・ツールである。JTASで 意 識 障 害 の 評 価 は
GlasgowComaScale（GCS）が 取 り 入 れられてい
る。一方で，日本国内ではJapanComaScale（JCS）
やその改訂版であるEmergencyComaScale（ECS）
などが用いられている。当教室の評価者間の一致率
による疾患別の検討では，これらのComaScaleの
特徴が明らかになっており，国内でもそれぞれが用
いられているのが現状である。そこでJTASにおい
て，GCSのみならずJCSやECSを併記するための文
献的比較検討を行った。
方　法
　ECS，JCSがGCSとどのように対応するかそれぞ
れの文献資料をもとに比較検討した。また，現行の
様々な臨床シミュレーション研修において，研修用
の標準的模擬症例が開発されており，これらにおけ
る意識レベルの判定を行い比較検討した。
結　果
　JTASは，カナダのCTASをもとに開発されたも
ので，意識レベルの評価はGCSが用いられている。
この表に，ECSおよびJCSを追記するためには，単
なるスコア合わせではなく，模擬症例における判定
が有用であった。
　JTASの緊急度判定におけるGCSECSJCSの比
較の検討結果をTableに示す。
　
（青）
（赤）
（黄）
（緑）
（白）
４
Table　 本研究によるJTASレベルと各意識レベルの比較
結果
考　察
　JTASレベル ２ と ３ 〜 ５ の 違 いについて 考 える
と，これらの違いは見当識障害の有無と考えられ
る。JTASレベル ３ 〜 ５ に相当するのは見当識がみ
られる，すなわちJCS ０ ， 1 またECS 1 であると
考えられた。次にJTASレベル 1 と ２ の違いである
が， 1 では高度の意識障害があり，気道の保護でき
ない・痛み刺激や大きな音にのみ目的のない反応を
示す点から覚醒状態にならないものと考えた。
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JTASレベル ２ は何らかの刺激に対して覚醒状態に
なると 考 え，JCS ２ ， ３ ，1０，２０，３０とECS ２ ，
1０，２０が対応すると考察し作成した。
　また，当教室における各スケールでの評価者間の
一致率の比較1）２）では，ECSが優位に高い結果を示
したという報告がある。GCSとJCSの比較では，医
師は普段両方のスケールを使用しているためかGCS
で，看護師・医学生を含むその他はJCSで高い結果
を示したという報告がある。また，疾患別では脳血
管障害，頭部外傷でECSが有意差をもって一致率が
高く，GCS，JCSに比較して，より患者の転帰を予
測 しうる 結 果 を 示 している1）。 従って，ECSは
GCS，JCSよりも有用性が高く，簡潔さ・評価の正
確からも実際の救急現場での意識障害の緊急度判定
に非常に有益であるとわかる。以上のことから，
ECSは有用なコーマスケールとして適していると考
えられる。現行のJTASの意識レベルのテンプレー
トにGCSに 加 えて，JCS，ECSも 併 記 することで
GCSに限らず，JCSやECSでの迅速な評価も可能と
なり，臨床現場で使用しやすくなると考えられる。
そして同時に，JTASに対する理解度も高まること
が予想される。
結　語
　JTASの意識レベル評価に，GCSに加えて日本国
内で用いられているJCS，およびこの改良版である
ECSを加えたチャートを作成した。
参考文献
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イタイイタイ病における腎障害の病態を解明することを目的とした 
病理学的研究
福田　舞　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
はじめに
　“イタイイタイ病”：イ病は我が国において認定さ
れた代表的な四大公害病の一つで，富山市の中心部
を流れる神通川流域で発生した疾病であることはよ
く知られている。本症における様々な研究が行われ
てきたが，現在ではCdによる近位尿細管障害が発
症の基であることは周知の事実となった。しかし，
原因が明らかになった半面，いかにCdが腎障害を
もたらすかは不明な点も多く，腎障害が進行してい
ても，通常の慢性腎障害とは異なった病像を示すの
もイ病患者の特徴とされている。本研究では，イ病
における高度の腎委縮の機序と病態の関連性を解明
することを目的に，ネフロンの障害に着目し，病理
形態的に研究するとともに，イ病患者の病態との関
連性を探った。
材料と方法
　計３４例のイ病患者ならびに対照症例として他疾患
にて死亡剖検された計２６例の7０歳以上の女性患者の
ホルマリン固定剖検腎組織を材料として用いた。こ
れらの検体より，通常の方法にてパラフィン包埋さ
れたものより切片を作成し，Hematoxylen-Eosin染
色による通常観察を行った。次に，ネフロン障害部
位に関する検討については，イ病および対照症例に
おける腎線維被膜直下の腎表面より，硝子化したネ
フロンまでの距離を測定した。さらに，脈管系の変
化に関する検討については，近位ならびに遠位尿細
管周囲の血管ならびにリンパ管網の消褪を探るため
に，血管系はCD３４を，リンパ管はD ２ -４０（何れも
DAKO社）にて免疫組織学的に検索し，その陽性
領域の面積比を求めた。
　疫組織学的検討に用いた。近位尿細管障害の程度
の定量化には，近位尿細管に局在するLiverfatty
acid binding protein: LFABPに 対 す る 抗 体，
LFABP家兎ポリクローナル抗体（H&M社）を用い，
免疫組織学的検索を行った。
　各種検討における組織切片上における客観化する
ために，ネフロン障害部位までの距離あるいは免疫
組織学的陽性部位の面積等々をWinROOF（三谷
商事）を用いてそれぞれ算出した。
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結　果
　ネフロン障害部位に関する検討については，腎表
面から硝子化したNephronまでの距離はイ病では
４1０±1４０μmであるのに対し，対照群では8３０±1２０
μmであった。イ病における障害を受けたNephron
は比較的浅い層を中心としたもので，中間層から深
層におけるNephronは保たれていた。
　脈管系の変化に関しては，血管系では対照群に比
してイ病では特にCD３４陽性の近位尿細管周囲の毛
細血管（Peritubularcapillary）網が著しく減少し
ていた。一方，リンパ管系は，本来，糸球体周囲に
僅かに存在するものが，尿細管周囲を中心として，
開大したものが増加していることが観察された。
考　察
　これまでイ病患者の腎臓は高度の萎縮を示す反
面，良性腎硬化症などで観られる凹凸が少ないこと
が特徴とされてきた。また髄質の萎縮は目立たない
反面，著しい皮質領域の狭小化が認められている。
今回の検討で，この萎縮領域を探る目的から，腎表
面から硝子化したNephronまでの距離を測定した。
その結果，イ病では対照群に比して有意に短い距離
であり，浅い領域のNephronが障害を受けているこ
とが判った。この所見はイ病において特異的である
と思われ，これまで近位尿細管に注目してきたもの
以外にNephronの障害も新たな知見といえる。さら
に表層に比し，中間層から深層にかけてのNephron
は保たれていたことは尿浸透圧や尿量を規定してい
るとされる生理的機能を反映してか，イ病患者の多
くが尿崩症的多尿か尿量が保たれていること説明し
ているのかもしれない。この最表層のNephronの廃
絶が何に起因するものかは現在までのところ不明な
がら，血管系の関与が強く示唆される。その推察を
指 示 する 病 態 として，弓 状 動 脈 から 最 表 層 の
Nephronへ向かう血流がNephronの障害の基，その
末 梢 の 血 流 が 減 少 ないしは 途 絶 する 結 果，
Peritubularcapillaryの著しい減少に結びついてい
るのではないかと 考 えられる。これまでCdによる
血管系への影響は論じられてこなかったが，今後の
検討課題ともいえる。
　腎萎縮を反映して，間質の線維化は尿細管周囲を
主体にイ病において高度に進行していた。この線維
は，近位尿細管の萎縮の結果を反映しているものと
思われるが，分布が表層を主体とし，かつ領域性を
示さず一様な線維化を示していることから，肉眼的
に萎縮が高度なわりには，表面の凹凸が顕著でない
ことを説明しているのかもしれない。
　以上より，イ病における腎障害の本体が近位尿細
管を主体としたものであるが，一方で，ネフロンの
障害も存在し，しかも，それらの多くが浅層を中心
としてもので，これらのネフロンが障害を受けるこ
とにより，尿の浸透圧を調節することができず，イ
病患者の多くに認められる尿崩症の病態を説明して
いることにもつながる結果であった。
成果公表
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イタイイタイ病における骨病変に定量的解析を主眼とした 
新規病理学的研究
皆川　千尋　病理診断学講座（指導教授：井村　穣二教授）
はじめに
　富山県神通川流域で発生したイタイイタイ病：イ
病は生活用水として利用していたものの中に含まれ
ていたカドミウム：Cdが体内に蓄積し，直接的に
腎臓の近位尿細管障害をもたらした結果，生じた腎
性骨軟化症であることが今日までに明らかになって
いる。患者の多くが易骨折性であることが本疾患の
冠名にもつながっているわけであり，患者認定の際
にも骨軟化症が重要な決定因子でもある。しかし，
骨軟化症の診断基準は存在するものの，それらは病
変の進行度合いを評価するものではなく，Vitamin
D治療の影響も受け，客観性に乏しい面ある。
　一方，骨軟化症が本症の主たる病変であることは
何ら問題はないが，骨病変の代表疾患でもある骨粗
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鬆症に関する研究はこれまで行われてこなかった。
患者の多くが高齢者であることからも背景には骨粗
鬆症も存在すると考えられ，易骨折性に関しても骨
粗鬆症が何らかの要因になっていることも考えられ
る。
　この二点の骨病変に関して，より客観性を持った
評価法が得られるか，本研究ではこれら骨病変につ
いて定量的解析を主眼とした病理学的研究を新たに
行った。
材料と方法
　用いた材料は計３２例のイ病患者ならびに対照症例
として他疾患にて死亡剖検された計1４例の7０歳以上
の女性患者のホルマリン固定脊椎椎体組織である。
椎体骨における骨梁骨の骨量及び類骨層の定量化を
図 るために，Computedtomography:CTによる 骨
梁骨における骨塩量の測定を試みた。具体的には，
実験動物用CT　LethetaLCT-２００（日立アロカ）
を用い，各椎体の断面像から海綿骨の体積を測定
し，その骨塩量を算出した。さらに，組織学的骨梁
骨量ならびに類骨量の測定するために，吉木法を用
いた椎体骨の骨梁面積ならびに類骨層の面積を求め
た。これら面積の測定には，各組織切片上における
画像解析を行った。具体的には，各種検討における
組織切片上での当該病変までの距離，免疫組織学的
検索による陽性部位ならびに当該病変の領域面積
等々をWinROOF（三谷商事）を用いてそれぞれ
算出した。また，VitaminD治療による影響を見る
ために，投薬量と類骨量との相関をみた。
結　果
　椎体骨おける骨量ならびに類骨量の定量化に関し
ては，CTによる解析を行い，イ病患者の椎体骨に
おける海綿骨は対照群に比してその密度は減少し，
骨梁骨の減少，不整が認められた。算出した骨塩量
はイ病では平均２9５±1４7mg/cm２，対照群では３1０
±188mg/cm２と有意差を認めた。一方，組織切片
上における椎体骨における骨梁の占める割合は面積
比ではイ病では1４± 9 ％であるの対し，対照群でも
1３.５±1０%と有意差を認めなかったと同時に個人差
が大きいことを示した。
　さらに，骨梁に対する類骨の占める割合に関して
は，骨梁量が多くなるにつれて類骨量も相対的に増
加する傾向を示した。また，VitaminD投与と類骨
梁量は，ある程度，投与量とに相関する傾向を示し
たが，統計学的に有意差を認めないものの，低用量
でも類骨量の少ない症例が存在していた。
考　察
　今回の研究において，イ病における骨病変の主体
が類骨の増加に伴う腎性骨軟化症であることは否定
するものではない。しかし一方で，今回の検討では
対照群に比して高度の骨粗鬆症を合併していること
が明らかになった。これまで，イ病でも骨粗鬆症を
来していることは言及されてきているが，骨病変の
主体を骨軟化症であることを重視し，骨粗鬆症に関
する検討は少ない。今回の検討で，CTによる椎体
骨の骨塩量が対照群に比してイ病において減少して
いることは，イ病においても骨粗鬆症が進行してい
ることを反映している結果と考えられる。
　一方，組織切片上での類骨を含めた骨梁量は対照
群とに差異を認めなかった。このCTによる解析と
組織切片での解析の両者の結果の乖離が生じている
点は，幾つかの点が上げられるが，通常の骨梁骨に
比して類骨のX線透過性が高い結果，CTでの骨塩
量は石灰化骨を反映したもので，非石灰化骨である
類骨層はCTで描出されなかったためと考えられる。
　イ病の治療の一環でもあるVitaminD投与による
骨病変の影響に関しては，VitaminD治療と類骨量
とには統計学的に有意な相関を認めなかった。しか
し，やはり低投与量では類骨量も多い傾向が伺え，
また一方で，低投与量でも類骨量の低い症例が認め
られたことは，VitaminDに対する反応性が鋭敏な
グループが存在することを意味しているのかもしれ
ない。今後の骨軟化症の治療選択としてVitaminD
反応性の有無を予知する何らかの手段を考慮する必
要性があると思われる。
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高親和性コリントランスポーター（CHT）遺伝子導入ヒト羊膜上皮細胞
の性質
平田　陽子　再生医学講座（指導教員：二階堂　敏雄教授）
はじめに
　アルツハイマー病では，大脳皮質におけるコリン
作動性神経細胞の減少，およびアセチルコリンの分
泌低下により記憶障害が起こると考えられている。
富山大学再生医学研究室が再生医療材料として開発
した不死化ヒト羊膜上皮細胞（iHAE）は，アルツ
ハイマー病で活性が低下するコリンアセチルトラン
スフェラーゼ（ChAT）を強く発現し，神経細胞へ
分化する能力を有する細胞である。本研究では
iHAEに高親和性コリントランスポーター（CHT）
遺伝子を導入し，コリン作動性神経細胞への誘導を
目指すことで，アルツハイマー病に対する治療方法
の開発の一助とすることを目的とした。
材料および方法
Ⅰ．CHT遺伝子導入と培養：
1 ）エレクトロポレーション（AMAXANucleofector）
を用いてiHAEにCHT遺伝子を導入した。
２ ）得 られたCHT(+)iHAEおよびCHT(-)iHAEを，
分 化 誘 導 す る た め にNormalMediumお よ び
DifferentiationMedium（NS-A）にて 1 週間培養し
た。
①NormalMedium：Dulbecco’sModifiedEagle’s
MediumNutrientMixtureF-1２ (DMEM/F-1２)，
1０%Fetal Bovine Serum (FBS)， 1 %penicillin
antibiotic
②DifferentiationMedium(NS-A)：Dulbecco’s
ModifiedEagle’sMediumNutrientMixtureF-1２
( DMEM/F - 1 ２ )， 1 ０%N e u r o C u l t ®  N S - A
differentiationKit， 1 %penicillinantibiotic
Ⅱ．CHT(+)細胞の特性の検討：
1 ）増殖能の検討：０,３,６, 9 daysにおける細胞数
を計測した。
２ ）神経細胞マーカーの発現の検討： ４ ％パラホル
ムアルデヒドにて 固 定 後，TUJ1,Nestin,GFAP,
MAP ２ の抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。
TUJ 1 (R&D,mouse, 1/２００),Nestin (Santacrutz,
rabbit, 1/1００), GFAP (PROGEN,mouse, 1/1００),
MAP ２ (abcam,mouse,1/２００)
３ ）神経細胞関連mRNAの発現：ISOGENⅡ（ニッ
ポンジーン）を用いてRNAを抽出し，ReverTra
AceqPCRRTMasterMix（東 洋 紡） を 用 いて
cDNAを 合 成 し，TaqPCRCoreKit（QIAGEN）
を用いてRT-PCRを行った。なおプライマーはヒト
CHT,ChAT,GFAP,MAP２,Nestin,β-tublin,β-actin
を用いた。
４ ）自発電位の測定：MED６４SYSTEM（アルファ
メッドサイエンティフィック株式会社）を用いて神
経活動の多点計測を行った。
結　果
Ⅰ．CHT遺伝子導入
　CHT遺伝子（野生型hCHT）を学習院大学の浦島
航平教授よりご享受し，プラスミド（pcDNA３.1
(+)）をSca 1 で切り，AMAXAにてiHAEに遺伝子
導入した。電気泳動法，蛍光免疫染色法を用いて
CHT遺伝子の発現と内在性のChAT遺伝子の発現
を確認した。
Ⅱ．培養細胞の形態的比較
　CHT(-)iHAEとCHT(+)iHAEを，NormalMedium
およびNS-Aにて一週間培養した。CHT(+)iHAEの
中には紡錘状や突起を持つ細胞が出現し，シナプス
様の構造を形成していた。またこの傾向はNS-Aで
培養したもので顕著であった。
Ⅲ．増殖能の比較
　CHT(-)iHAEとCHT(+)iHAEをNormalMediumに
て培養し， ０ 日目， ３ 日目， ６ 日目， 9 日目の細胞
数を計測した。CHT(-)iHAEの方が増殖能が高かっ
た。
Ⅳ．神経細胞マーカーの免疫染色による検討
　 培 養 7 日 目 のCHT(-)iHAEとCHT(+)iHAEを，
TUJ 1 ，MAP ２ ，GFAP，Nestinの抗体を用いて
蛍光免疫染色法を行った。分化誘導していない
CHT(+)iHAEはTUJ 1 ，MAP ２ ，GFAPのマーカー
を発現しており，分化誘導したCHT(+)iHAEは神経
細胞マーカーだけでなく神経前駆細胞マーカーも観
察された。
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Ⅴ．神経細胞関連mRNAの検討
　培養 7 日目のCHT(-)iHAEとCHT(+)iHAEについ
て，CHT，ChAT，GFAP，MAP ２ ，β-tublin，
β-actinのプライマーを用いてRT-PCR法でmRNAの
発現を検討した。分化誘導したCHT(+)iHAEでは
MAP ２ およびβ-tublinのmRNAの発現が他の群より
顕著であった。
Ⅵ．自発電位の測定
　培養 7 日間のCHT(-)iHAE，CHT(+)iHAEにおい
て，MED６４SYSTEMを用いて神経活動の多点計測
を行った。CHT(+)iHAEの方がCHT(-)iHAEに比べ
スパイクが大きく，自発電位を発生していた。
考　察
Ⅰ．培養細胞の形態的比較
　CHT遺伝子を導入したiHAEは，紡錘形の細胞体
や樹状突起，さらにシナプス様の構造を持つなど，
神経細胞様の形態を呈した。形態変化はNS-A培養
下でより顕著であったことから，分化培地により分
化が促進されたと考えられる。一方，CHT遺伝子
を導入していないiHAEでは，細胞の形は球状のま
まで 培 地 の 違 いによる 差 は 認 められなかった。
iHAEは 元々 ChATを 発 現 する 細 胞 であるが，
ChATだけでは神経細胞へと分化しがたいことが示
唆された。
Ⅱ．増殖能の比較
　CHT遺伝子を導入していないiHAEの方が増殖能
が 高 いという 結 果 が 得 られた。上 記 のように，
CHT遺伝子を導入したiHAEは神経細胞様に形態変
化しており，増殖より分化へと進んだと考えられる。
Ⅲ．神経細胞マーカーの免疫染色による検討
　CHT遺伝子を導入したiHAEでは，培地の違いに
関わらず，グリア細胞マーカーのGFAP，神経細胞
マーカーのTUJ 1 およびMAP ２ を発現していたが，
NS-A誘導培地で培養すると，形態的に著しく変化
し，神経細胞様を呈した。さらに神経前駆細胞マー
カーのNestinの発現が継続して観察された。以上の
ことより，CHT遺伝子の導入はiHAEの神経細胞へ
の分化を誘導し，分化培地により神経細胞としての
特性を維持することが明らかとなった。
Ⅳ．神経細胞マーカー関連mRNAの発現
　CHT遺伝子を導入したiHAEにおいて神経細胞
マーカーであるMAP ２ およびβ-tublinのmRNAが検
出された。グリア細胞より神経細胞特有タンパク質
の産生に関与するmRNAの発現が有意であること
から，これらの細胞が神経細胞へと分化誘導された
ことが 明 らかとなった。免 疫 染 色 の 結 果 から，
GFAP，ChAT，およびCHTのmRNAが発現すると
予想していたが，発現が弱く一定の傾向が観察され
なかった。その理由については今後更に検討する必
要がある。
Ⅴ．自発電位の測定
　CHT遺伝子を導入したiHAEでは，自発電位を発
生しているという結果を得た。したがって活動電位
を発生していることが示唆され，機能的にも神経細
胞へと分化していることが窺えた。今後は，そのス
パイクの波形を検討するなど，活動電位の性質をよ
り詳細に検討することが必要だと思われる。
総合考察
　CHT遺伝子を導入したiHAEは，神経細胞様に形
態変化し，神経細胞マーカーおよび神経細胞の
mRNAを発現することが明らかになった。さらに
自発電位を発し，機能的にも神経細胞の性質を示す
ことが分かった。したがってiHAEにCHT遺伝子を
導入することで神経細胞への分化が促進されたこと
が示された。これまでiHAEが脂肪組織や骨，神経，
心筋などに分化する可能性が指摘されているが，本
研究ではCHT遺伝子を導入することでiHAEを神経
細胞としての機能をもった細胞へと誘導することが
できた。今後は，細胞間のネットワーク構築やin
vivoでのコリン作動性神経細胞としての機能を検討
したい。
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